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Abstrak

Saponin termasuk senyawa obat yang dikendalikan produksinya oleh beberapa gen kunci,
termasuk gen P-AS. Salah satu tahapan penting yang dapat dilakukan dalam rekayasa
hayati untuk memacu produksi saponin tanaman adalah menentukan jenis FT pada gen
kunci. Metode in vitro dan in vivo tidak dapat digunakan secara langsung untuk
menentukan jenis FT yang mengendalikan gen target karena tidak efisien dan efektif. Oleh
karena itu, penentuan awal jenis FT berbasis kajian in silico perlu dilakukan. Makalah ini
bertujuan mendeskripsikan beberapa tahapan yang dapat dilakukan untuk menentukan
jenis FT gen P-AS. Penelitian ini berjenis studi kasus hasil eksploasi data base tanaman
model A. thaliana. Penelitian ini mengungkapkan ada 4 tahapan utama yaitu menentukan
sekuen gen f-AS dan arah transkripsinya, menentukan sekuen promotor dari sekuen CDS,
menelusur jenis FT dengan program tfbind dan menentukan FT dengan nilai intcEpAsi
tertinggi, memetakan FT terpilih dengan data base pada PlantFTDB. Jenis FT yang
diperoleh dapat digunakan sebagai dasar untuk menentukan metode dan teknik
laboratorium untuk kepentingan selanjutnya.

Kata kunci: faktor transkripsi, beta amyrin synthase, in silico.

Abstract

Saponins is one of medical compound which synthesized by several key genes in plants,
including B-AS. Fisrt step to enhance of plant secondary metabolites was by determining of
TFs which controlled target genes. in vitro and in vivo approach cannot be used directly to
determine the kinds of the TFs which controls the target gene because both of approach
above were inefficient and ineffective. Therefore, the initial determination of the type TFs-
based infilico studies need to be done. This paper was aims to describe the steps that can
be done to determine the type of the TFs gene B-AS in A. thaliana as a model plant using in
silico approach. This study reveals that there were four main stages i.e. determining p-AS
gene sequence and direction of transcription, determine the sequence of the promoter from
start CDS, determine of TFs by using #fhind and look for the FTs which have highest
interaction score, mapping of selected TFs by using PlantFTDB. The kinds of acquired
TFs can be used as a information base to determine of the next method and laboratories
technique.

Key words: transcription factor, beta amyrin synthase, in silico.

PENDAHULUAN

Faktor transkripsi memiliki peran penting dalam proses transkripsi gen target
(Irawan, 2012). Faktor transkripsi dapat berinteraksi dengan sekuen promotor gen target
dengan cara melekat pada sekuen dengan pola tertentu (Reddy et al., 2010) dengan
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mengenali pola sekuen promotor (Huang et al., 2012). Contohnya, GATA cenderung
berinteraksi dengan sekuen promotor yang memiliki pola sekuen TGATAAGAAA. Selain
itu, GATA juga dapat mengenali sekuen promotor yang berpola GTGATAAGA (Santoso et
al., 2016). Pola unik sekuen promotor dapat dikenali secara spesifik pula oleh faktor
transkripsi. Adanya interaksi antara beberapa jenis faktor transkripsi secara bersamaan
pada sekuen promotor gen target menyebabkan RNA polimerase menempel dan melalukan
kerjanya.

Beberapa penelitian bidang rekayasa hayati telah membuktikan bahwa informasi
berupa jenis faktor transkripsi yang terlibat dalam transkripsi gen target perlu diungkap.
Kim dan Kim (2006) melaporkan bahwa faktor transkripsi As-NIGI! merupakan faktor
transkripsi kunci yang terlibat dalam respon toleran cekaman salinitas tinggi pada tanaman.
Luo et al. (2011) juga melaporkan bahwa terdapat lebih dari 17 jenis faktor transkripsi
yang terlibat dalam biosintesis saponin pada Panax notoginseng. Namun, jenis MYB
merupakan faktor transkripsi yang paling berperan dalam roses biosintesis saponin
tersebut. Penelitian serupa juga diungkapkan oleh Nasrollahi et «al. (2014) bahwa
biosintesis saponin ada tanaman Glycyrrhiza glabra dikendalikan oleh beberapa gen kunci
dan jenis-jenis faktor transkripsi tertentu. Oleh karena itu, dalam bidang rekayasa hayati
tanaman penentuan jenis faktor transkripsi penting dilakukan.

Eksplorasi jenis faktor transkripsi secara langsung dengan pendekatan in vitro
maupun in vivo sangat sulit dilakukan. Khususnya bagi tanaman-tanaman/ organisme
lainnya yang belum memiliki informasi data genomik, proteomik, dan transkriptomik yang
lengkap dari penelitian sebelumnya. Selain itu, menurut Santoso et al. (2016) apabila
pendekatan in vitro maupun in vivo dilakukan secara langsung akan bersifat kurang efektif
dan efisien. Optimasi metm isolasi akan memerluakan bahan-bahan kimia yang lebih
banyak, waktu dan tenaga yang lebih besar pula. Oleh karena itu, diperlukan pendekatan
lain yang bersifat prediktif untuk mengetahui jenis faktor transkripsi suatu gen target.

Pada konteks ini kajian in silico dapat dilakukan sebagai kajian awal karena bersifat
prediktif (Palson, 2000), walaupun kajian in silico juga dapat berperan sebagai pendukung
temuan karena bersifat pemodelan kasus interaksi antar molekul (Lerman et al., 2012).
Kajian awal untuk memprediksi jenis faktor transkripsi yang bertanggung jawab terhadap
proses transkripsi gen target. Kajian in silico bekerja berdasarkan prinsip matematika
komputasi. Kajian in silico dapat memberikan beberapa alternatif kepada peneliti agar
dapat fokus pada aspek-aspek yang akan dikerjakan pada penelitian di laboratorium.
Melalui kajian in silico tersebut, dapat membantu peneliti agar tahapan penelitian dapat
berlangsung secara lebih efektif dan efisien.

Penggunaan tanaman model Arabidopsis thaliana pada penelitian ini didasarkan
pada pertimbangan ketersediaan data base. Tanaman model tersebut telah berhasil
keketahui data base whole genom-nya. Termasuk data base gen yang tertanggung jawab
pada biosintesis saponin. Eksplorasi metode untuk menentukan jenis faktor transkripsi gen
yang bertangung jawab dalam biosintesis saponin secara in silico dengan menggunakan
tanaman model diharapkan dapat memberikan informasi teknis dalam penelitian serupa.
Khususnya penelitian yang bertujuan untuk memacu produksi senyawa saponin dari
tanaman lokal/ endemik yang belum diketahui atau belum tersedia data basenya baik
genomik, proteomik, dan transkriptomik.
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Oleh karena itu, identifikasi faktor transkripsi berbasis kajian in silico untuk
kepentingan rekayasa hayati khususnya untuk memacu kerja beberapa gen kunci yang
terlibat dalam sebuah metabolisme perlu diungkap untuk kebutuhan analisis selanjutnya.
Sampai saat ini,

METODE PENELITIAN

Makalah ini memuat deskripsi tahapan atau prosedur kerja dari metode yang dapat
digunakan untuk menentukan jenis faktor transkripsi suatu gen. Pada makalah i kus
pada faktor transkripsi gen f-AS pada tanama model A. thaliana. Oleh karena itu, metode
penelitian yang digunakan adalah studi kasus dengan pendekatan deskriptif kualitatif.
Informasi berupa tahapan kerja dari sebuah metode dideskripsikan berdasarkan hasil
temuan selama melakukan analisis penentuan jenis faktor transkripsi gen p-AS. Tahapan
kerja dideskripsikan dan diperjelas dengan beberapa gambar pendukung untuk memandu
pembaca memahami maksud tahapan kerja tersebut.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ada empat tahapan kerja yang dapat digunakan untuk menentukan jenis faktor
transkripsi gen target. Keempat tahapan kerja tersebut yaitu menentukan sekuen gen target,
menentukan sekuen promotor gen, menelusur jenis faktor transkripsi, dan menentukan
faktor transkripsi berdasarkan beberapa kriteria. Adapun deskripsi keempat tahapan kerja
tersebut adalah sebagai berikut
1. Menentukan sekuen gen target.
Pada tahap ini, sekuen gen target harus ditentutkan dengan benar. Untuk memastikan
bahwa gen target yang kita tentukan telah benar maka diperlukan studi pustaka dari
hasil penelitian terdahulu. Setelah nama dan Identity Gene (ID gene) telah diketahui,
tahapa berikutnya adalah membuka laman data base yang menyediakan infromasi
genom tanaman yang kita tuju. Misalnya kita buka laman NCBI dengan mengetikkan
alamat berikut http://www.ncbi.nlm nih.gov pada mesin pencari (search engine). Lalu
kita pilih kategori pencarian gene dan 1D gene atau nama gen target kita masukkan,
sehingga nampak pada Gambar 1 berikut.

Gambar 1. Tampilan laman NCBI

Kemudian, kita pilih salah sapesics (tanaman model A. thaliana) yang memiliki
sekuen gen target yaitu B-AS seperti pada gambar berikut ini.
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Gambar 2. Tampilan laman NCBI setalah ditentukan nama gen/ [D-nya

2. Menentukan sekuen promotor gen target
Setelah salah satu organisme dipilih yaitu tanaman yang memiliki sekuen gen
target, akan diperoleh tampilan laman sebagai berikut

Gene Gene
Advanced

Full Raport = Send to: =

AT1GT8950 beta-amyrin synthase [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
Gana ID 44234, updated on 4-Nov-2014

= Summary 211

Gene symbal  AT1GTES)
Gene description  beta.amynn synthase
Primary source  TAIR AT1GTR350
Locus tag ATIGTEASD
Gene type  prolen codng
RNA name  bota-amyrin synthase
RefSeq status  REVIEWED

3 S phyta; Magnoliaphyt
ales, Brassicaceas, Camelingas:
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Also known as  YUPEH12R 44, YUPSHIZR_44

Gambar 3. Tampilan laman NCBI yang memuat nama gen, lokasi gen pada
kromosom, kode gen, sumber informasi data base

Tampilan yang muncul pada layar komputer adalah kode gen, nama gen, nama
ilmiah tanaman yang memiliki sekuen gen tersebut, sumber data base, tipe gen, dan
beberapa informasi dasar lainnya tentang gen target. Tahap selanjutnya adalah
mencari sekuen promotor dengan cara mengeklik satu kali primary source pada
tampilan laman tersebut. setelah itu, akan diperoleh tampilan laman sebagai
berikut.
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Gambar 4. Tampilan laman NCBI yang terhubung dengan laman TAIR

Berdasarkan Gambar 4, diperoleh informasi bahwa sckuen gen target P-AS
memiliki profil sekuen yang terdiri dari intro, ekson, coding region, dan promotor.
Sekuen promotor gen target dapat kita ketahui dengan mengklik kode tautan yang
sejajar dengan baris tulisan promotor. Setalh itu, akan diperoleh sekuen promotor
gen target yang diharapkan. Adapun tampilan laman yang akan diperoleh
tervisualisasi pada Gambar 5. Pada gambar tersebut akan diperoleh informasi
sekuen promotor gen yang berjumlah dua sekuen yaitu flank 1 dan 2.
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Map Links @  Sequence Viewer Garowse

Gambar 5. Tampilan laman TAIR yang memuat sekuen promotor yaitu flank 1 dan 2

3. Menelusur jenis faktor transkripsi dari sekuen promotor gen target
Pada tahap ini sekuen promotor yang diperoleh pada tahap sebelumnya dapat
disimpan dalam bentuk notepad atau dapat langsung disalin untuk digunakan.
Tahap ini dimulai dengan membuka laman program tfbind secara on line. Adapun
teknisnya dengan mengetikkan tfbind pada search engine, schingga akan diperoleh
tampilan sebagai berikut.
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TFBIND

O

Gambar 6. Tampilan program tfbind yang dilakukan secara on line

Setelah mendapatkan tampilan program tersebut, masukkan sekuen
promotor yang telah diperoleh dalam bentuk fasta. Bentuk format ini dapat
langsung dibuat pada kotak program tfbind yang telah tersedia. Teknisnya dengan
mengetikkan tanda > (spasi) lalu ketik nama file/ tugas. Contohnya: > cobal
Kemudian enter satu kali baru diketikkan salinan sekuen promotornya. Tahap
berikutnya meng-klik kata submit. Sehingga akan diperoleh tampilan sebagai mana
tersaji pada Gambar 7.

AC ID Score Loc. Str. Consensus Sequence Signal Sequence

4. Memetakan jenis faktor transkripsi dengan data base lainnya.

Setelah diperoleh tampilan program seperti Gambar 7 tersebut, tahap
selanjutnya adalah merekapitulasi dan melakukan pemeringkatan jenis faktor
transkripsi yang memilki nilai/ score interaksi dengan sekuen promotor.
Misalnya GATA, SRY, MYB, OCT, GATA3, EVI dengan nilai secara berurutan
0,9556; 0,9501; 0,8831; 0,8114; 08103; dan 0,7206. Selian itu, juga dapat
dipetakan kembali apakah data faktor transkripsi yang telah diperoleh sudah
sesuai dengan data base lainnya, misal apakah faktor trankripsi GATA dan SRY
juga dapat mengkode biosintesis saponin atau tidak. Selain itu, juga dapat
ditinjau dari aspek lainnya.
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PENU

Berdasarkan urian di atas dapat disimpulkan bahwa metode untuk menentukan jenis
faktor transkripsi gen pada sebuah tanaman model terdiri dari empat tahap. Keempat
tahapan kerja tersebut yaitu menentukan sekuen gen P-AS dan arah transkripsinya,
menentukan sekuen promotor dari sekuen CDS, menelusur jenis FT dengan program tfbind
dan menentukan FT dengan nilai interaksi tertinggi, memetakan FT terpilih dengan data
base pada PlantFTDB. Pendekatan in silico tersebut dapat digunakan untuk kepentingan
analisis laboratorium berikutnya.
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